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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨丙酮酸钠（ＳＰ）对脑缺血－再灌注（ ＩＲ）损伤的影响。 方法　 雄性 ＳＤ 大鼠

２４ 只，体重 ２００～２５０ｇ，随机分为三组：假手术＋生理盐水组（Ｓ 组）、脑 ＩＲ＋生理盐水组（Ｍ 组）、脑 ＩＲ＋
丙酮酸钠组（Ｐ 组）。 Ｓ 组行假手术处理，Ｍ 组、Ｐ 组建立大脑中动脉梗死（ＭＣＡＯ）模型，阻断血流 ２
ｈ，分别于血流再灌注时经尾静脉注射生理盐水或丙酮酸钠 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ。 血流再灌注后 ２４ ｈ，采用

ＴＴＣ 法测定脑梗死体积，采用 ｍＮＳＳ 评分测定神经功能缺损评分，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白含量以及细胞核内 ＡＩＦ 蛋白含量，微板法测定谷胱甘肽（ＧＳＨ）、
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）以及丙二醛（ＭＤＡ）水平。 结果　 与 Ｓ 组比较，Ｍ 组和 Ｐ 组脑梗死体积明显

增加，ｍＮＳＳ 评分明显升高；Ｍ 组 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白含量和 ＡＩＦ 细胞核内蛋

白含量明显升高，ＧＳＨ 与 ＳＯＤ 水平明显降低，ＭＤＡ 水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｍ 组比较，Ｐ 组脑梗

死体积明显减小，ｍＮＳＳ 评分明显降低，ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白含量和 ＡＩＦ 细胞

核内蛋白含量明显降低，ＧＳＨ 与 ＳＯＤ 水平明显升高，ＭＤＡ 水平明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 丙酮酸

钠能够减轻大鼠脑 ＩＲ 损伤，其神经保护作用可能与减少细胞凋亡以及抑制氧化应激水平相关。
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　 　 脑缺血－再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤 是指大脑血流恢复后发生的更加严重的脑功能障

碍。 脑梗死具有发病突然、发病率高的特点，是成

年人死亡和残疾的主要原因之一［１］，随着社会老龄
化，中国的脑梗死发生率逐年上升，同时脑梗死的

发病群体也逐年向年轻化发展。 丙酮酸钠具有抗
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炎抗氧化作用，同时也在既往研究中表现出脑损伤

后的神经保护作用［２⁃４］。 本实验对丙酮酸钠在脑 ＩＲ
后的神经保护作用进行探究。

材料与方法

实验动物与分组　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２４ 只，
体重 ２００～２５０ ｇ，购自空军军医大学实验动物中心，
生产许可证号 ＳＣＸＫ（陕）２０１４－００２。 动物饲养环境

为：温度（２３±２） ℃，相对湿度 ４５％，光照 １２ ｈ 循环，
通风良好，食物与水供应充足。 采用随机数字表法

将大鼠随机分为三组：假手术＋生理盐水组（Ｓ 组）、
脑 ＩＲ＋生理盐水组（Ｍ 组）、脑 ＩＲ＋丙酮酸钠组（Ｐ
组）。 Ｐ 组于脑血流再灌注时经尾静脉注射丙酮酸

钠 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ，另外两组注射等容量生理盐水。
大脑中动脉梗死（ＭＣＡＯ）模型建立　 ＭＣＡＯ 模

型采用线栓法建立［５］。 腹腔注射 １％戊巴比妥钠 ４０
～５０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉，手术分离颈总动脉（ＣＣＡ）、颈外动

脉（ＥＣＡ）与颈内动脉（ ＩＣＡ）。 结扎并离断颈外动

脉，于颈外动脉近心端插入线栓，将线栓向头侧推

进，插入深度（１８􀆰 ０±０􀆰 ５）ｍｍ。 梗阻 ２ ｈ 后拔除线栓

实现血流再灌注，所有动物于再灌注后 ２４ ｈ 处死并

检测。
ＴＴＣ 染色　 大鼠处死后断头取脑，于－２０ ℃冰

箱中冻存 ５ ｍｉｎ，在经预冷处理脑膜具上切片，自脑

前级连续切取，每片 ２ ｍｍ。 将脑片放置于 ２％ＴＴＣ
染液中，３７ ℃避光染色 ３０ ｍｉｎ，４％多聚甲醛中性缓

冲液固定并过夜。
神经功能评估 　 采用改良的神经功能评分

（ｍＮＳＳ）法于血流再灌注后 ２４ ｈ 进行评估。 包括运

动、感觉、反射、平衡与肌张力的检测共 １８ 分，正常

大鼠为 ０ 分，分数随神经功能缺失加重而升高。
蛋白含量测定 　 采用 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 法检测 ｃｌｅ⁃

ａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白含量和细

胞核内 ＡＩＦ 蛋白含量。 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白或

核蛋白提取试剂盒提取核蛋白后用 ＢＣＡ 法进行蛋

白定量。 使用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，０􀆰 ２ μｍＰＶＤＦ
膜转膜后 ＢＳＡ 封闭。 加入稀释的一抗放于 ４ ℃孵

育过夜，次日 ＴＢＳＴ 洗膜后加入二抗与室温孵育１ ｈ，
再次 ＴＢＳＴ 洗膜后加入发光液于凝胶成像系统

曝光。
氧化应激水平测定　 通过测定 ＧＳＨ、ＳＯＤ 以及

ＭＤＡ 测定氧化应激水平。 根据制造商的说明书在

９６ 孔板中加入相应试剂，并按照说明选取酶标仪相

应波长进行测量。

统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ２４􀆰 ０ 统计软件进行分

析，正态分布资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间

比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计

学意义。

结　 　 果

与 Ｓ 组比较，Ｍ 组和 Ｐ 组脑梗死体积明显增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较，Ｐ 组脑梗死体积明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １）。

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｍ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 １　 三组大鼠脑梗死体积的比较

与 Ｓ 组比较，Ｍ 组和 Ｐ 组 ｍＮＳＳ 评分明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较，Ｐ 组 ｍＮＳＳ 评分明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２）。

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｍ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组大鼠 ｍＮＳＳ 评分的比较

与 Ｓ 组 比 较， Ｍ 组 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白含量与 ＡＩＦ 细胞核内蛋白含量

明显增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较， Ｐ 组 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白含量与 ＡＩＦ 细

胞核内蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３—４）。
与 Ｓ 组比较，Ｍ 组 ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 水平明显降低，

ＭＤＡ 水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍ 组比较，Ｐ 组

ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 水平明显升高，ＭＤＡ 水平明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５—６）。
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　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｍ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 三组大鼠 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３与 Ｂａｘ 蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｍ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 三组大鼠 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１蛋白含量与 ＡＩＦ 细胞核内

蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｍ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 三组大鼠 ＧＳＨ 与 ＳＯＤ 水平的比较

讨　 　 论

脑梗死引发脑损伤不仅包括血流障碍阶段的

脑缺血缺氧损伤，血流再灌注同样会损伤脑神经。

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｍ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ６　 三组大鼠 ＭＤＡ 水平的比较

脑 ＩＲ 能够激活一系列复杂的组织损伤与保护机制，
但保护方式仍有待探索。 本实验研究显示丙酮酸

钠能够减轻脑 ＩＲ 神经损伤，其神经保护作用与降低

凋亡、抑制氧化应激水平存在关联。
丙酮酸是一类三碳单羧基酸，是三羧酸循环的

重要底物［６］。 其盐或脂类化合物已被证明能够清

除氧自由基［７］。 在先前的研究中，丙酮酸盐类化合

物的神经保护作用已在多种模型中得到验证，例如

创伤性脑损伤、阿尔兹海默症以及心脏骤停后脑损

伤等［２－４］。 而丙酮酸钠能够通过易化扩散的方式通

过血脑屏障，外周使用后可迅速进入颅内发挥作

用［８］。 在本实验中，ＩＲ 损伤使得脑梗死面积与神经

缺损评分增加，而丙酮酸钠能够逆转上述结果，显
示丙酮酸钠存在应对脑 ＩＲ 损伤的神经保护作用。

丙酮酸钠的神经保护作用与其抗炎抗氧化能

力相关。 在大鼠脑 ＩＲ 损伤后，丙酮酸钠明显降低了

氧化应激水平。 近年来的研究表明，铁死亡是由于

谷胱甘肽耗竭以及 ＧＰｘ４ 失活引起脂质过氧化而产

生一种细胞程序性死亡途径［９］。 而丙酮酸钠对脑

组织 ＭＤＡ 以及 ＧＳＨ 的作用效果表明，其神经保护

作用或许与此途径相关。 在凋亡方面，ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是

细胞凋亡级联通路下游关键的执行蛋白［１０］，脑 ＩＲ
损伤能够激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 途径细胞凋亡，促进 Ｂａｘ 介

导线粒体膜通透化［１１］。 ＰＡＲＰ 是胞核多聚酶协助

细胞维持生存能力，可被 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 剪切促使细胞崩

解。 ＡＩＦ 是非 ｃａｓｐａｓｅ 依赖途径的细胞凋亡途径中

的关键分子，可通过核转位发挥促凋亡活性。 本实

验研究结果显示，丙酮酸钠表现出逆转脑 ＩＲ 引起

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ⁃１ 与 Ｂａｘ 蛋白含量

增加的作用，同时能够抑制非 ｃａｓｐａｓｅ 依赖细胞凋亡

途径关键分子 ＡＩＦ 的核转位。 表明丙酮酸钠对两条

细胞凋亡途径均有抑制作用。
综上所述，丙酮酸钠能够减轻大鼠脑 ＩＲ 后神经
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损伤，改善神经功能。 其神经保护作用可能与减少

细胞凋亡和抑制氧化应激水平相关。
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